DYNA

& UNIVERSIDAD 1 7l

"NACIONAL

' DE COLOMBIA i - ‘
s SEDE MEDELLIN http://dyna.medellin.unal.edu.co/
FACULTAD DE MINAS

Evaluation of the genotoxic and mutagenic effect in human
lymphocytes exposed to modified carbon nanotubes

Claudia Espinosa 2, Lina Marcela Hoyos-Palacio 2, Lucelly Lopez-Ldpez °, Daniel Gallego-Gonzalez 2, Andrés
David Aranzazu-Ceballos ?, Juan Sebastian Marin-Cardenas 2, Dayana Andrea Quintero-Moreno # & Isabel
Cristina Ortiz-Trujillo @

2Grupo de Investigacion Biologia de Sistemas, Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana, Medellin, Colombia.
espinosa.claudia.e@gmail.com, lina.hoyos@upb.edu.co, daniel.gallegogo@upb.edu.co, andres.aranzazu@upb.edu.co, juan.marinca@upb.edu.co,
dayana.quinterog@upb.edu.co, isabel.ortiz@upb.edu.co
® Grupo de Investigacion en Salud Pdblica, Facultad de Medicina, Universidad Pontificia Bolivariana, Medellin, Colombia. lucelly.lopez@upb.edu.co

Received: November 8", de 2017. Received in revised form: April 27", 2018. Accepted: May 16", 2018

Abstract

Objective: evaluate the genotoxic and mutagenic effect in human lymphocytes exposed to pristine and N-doped carbon nanotubes. Methods:
Methods: human lymphocytes were exposed to pristine and N-doped carbon nanotubes (NTC) (0.08, 0.09, 0.1mg/mL). Sister chromatid
exchange (SCE) and chromosomal alterations (CA) tests were evaluated. Results: chromatid breaks and chromosomal breaks (double strand
breaks) were identified in lymphocytes exposed to 0.1 and 0.08 mg/mL of the pristine CNT. N-doped CNT, induced dicentric chromosomes
and chromosomal rings. There was significant difference in the percentage of SCE of cells treated with doped NTC versus negative control
and pristine NTC (p<0.0001). Conclusion: the highest concentration of pristine CNTs induced the most chromatid and chromosomal
damage. Although the percentage was less than 10%, such degree of damage is considered harmful to cells. Lymphocytes treated with N-
doped CNT presented lower percentages of CA and high percentage of SCE, which shows a greater repair of genetic material with these
compounds.

Keywords: carbon nanotubes; genotoxicity; mutagenicity tests; lymphocytes.

Evaluacion del efecto genotoxico y mutagénico en linfocitos
humanos expuestos a nanotubos de carbono modificados

Resumen

Objetivo: evaluar efecto genotdxico y mutagénico en linfocitos humanos expuestos a nanotubos de carbono (NTC) pristinos y dopados con
Nitrogeno. Métodos: linfocitos humanos fueron expuestos a NTC dopados y pristinos (0.08, 0.09, 0.1mg/mL), se evalu¢ alteraciones
cromosoémicas e intercambio de crométidas hermanas (ICH). Resultados: se presentaron rupturas cromatidicas y cromosomicas en linfocitos
expuestos a 0.1mg/mL y 0.08mg/mL de NTC pristinos. NTC dopados, indujeron cromosomas dicéntricos y anillos cromosomicos. Se
presentd diferencia significativa en el porcentaje de ICH de células tratadas con NTC dopados versus control negativo y NTC pristinos
(p<0.0001). Conclusion: la concentracion mas alta de NTC pristinos indujo dafios cromatidicos y cromosémicos; aunque el porcentaje de
la poblacion con dafio fue inferior al 10%, se consideran perjudiciales para las células. Linfocitos tratados con NTC dopados presentaron
menores porcentajes de AC y altos valores en ICH, lo que muestra mayor reparacion de material genético con estos compuestos.

Palabras clave: nanotubos de carbono; genotoxicidad, pruebas de mutagenicidad; linfocitos.

1. Introduccién hidréfobas e insolubles, miden entre 1 y 100 nm, fueron
sintetizados originalmente por Sumio Lijima en 1919 como
Los nanotubos de carbono (NTC) son estructuras polares, ~cilindros de grafeno relacionados con el fullereno y consisten
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en una matriz hexagonal de &tomos de carbono que son
enrollados por capas; dependiendo del nimero de éstas,
pueden ser nanotubos de carbono de pared simple (NTCPS),
si s6lo tienen una capa, y nanotubos de carbono de pared
maltiple (NTCPM), si tienen mas de dos capas[1-6]. En su
estado puro o pristino, los NTC son quimicamente inertes e
incompatibles con la mayoria de solventes organicos, por lo que
suelen ser funcionalizados de forma covalente a través del
tratamiento con 4cidos, o de forma no covalente por medio de la
interaccion con ciertas proteinas, acido desoxirribonucleico
(ADN), surfactante u otros polimeros [7-10].

Su modificacion permite aprovechar al maximo todas sus
propiedades. La funcionalizacién es un conjunto de
reacciones quimicas mediante las cuales los grupos
funcionales se unen covalentemente a la pared del tubo. Los
grupos funcionales hacen que los CNT sean biocompatibles
a diferencia de los nanotubos no modificados (pristinos) [11].
Otro método alternativo para cambiar la estructura del
nanotubo se realiza mediante reacciones de sustitucion,
también conocidas como dopaje, donde otros atomos de
diferentes electrones de valencia (nitrdgeno o boro)
reemplazan los atomos de carbono en el nanotubo. Estas
sustituciones generalmente cambian el estado de equilibrio
de los nanotubos de carbono y la morfologia y reactividad
quimica cuando se usa nitrégeno como agente dopante. Los
nanotubos dopados con nitrégeno son extremadamente
fuertes [12,13].

La funcionalizacion y el dopaje de los NTC pristinos,
aumentan su solubilidad y abren un conjunto de nuevas
propiedades que permiten usarlos en medicina en
diagnésticos, agentes de administracién de farmacos y
dispositivos implantables, entre otros [1-5,7,8,14,16].

Multiples estudios a nivel mundial han reportado el dafio
genotdxico y mutagénico en diferentes lineas celulares por
exposicion a NTC y en individuos por exposicion accidental
[3,7,10,17-19]. Incluso algunos de ellos han catalogado los
NTC como posibles agentes carcindgenos [5,18,20-22]. Sin
embargo, los resultados siguen siendo contradictorios, pues
otras investigaciones no han encontrado que se produzca un
dafio significativo sobre el material genético expuesto a los
NTC [3-5]. Dentro de las razones para justificar los diferentes
hallazgos se encuentra el tipo de ensayo empleado para
evaluar la genotoxicidad, la longitud y didmetro de las fibras
de carbono utilizadas, propiedades y reacciones causadas
sobre su superficie, tendencia a aglomerarse, dispersabilidad
en el medio, funcionalizacién, mayor proporcion de grupos
acidos que bésicos y presencia de impurezas, entre otras
[1,7,10,16,19,23].

Por su facil obtencidn, la sangre venosa se ha convertido en
uno de los tejidos més utilizados para los estudios de alteraciones
cromosomicas, siendo los leucocitos y en especial los linfocitos
T, las células a partir de las cuales es posible realizar la obtencion
cromosomica y aplicacion de ensayos de citotoxicidad y
genotoxicidad inducida por diferentes compuestos [18,19,20].
El objetivo del presente articulo es describir la evaluacion del
efecto genotdxico y mutagénico en linfocitos humanos
expuestos a NTC pristinos y dopados con nitrdgeno (NTC-N),
mediante los ensayos de aberraciones cromosomicas (AC) e
intercambio de crométidas hermanas (ICH) con el fin de
comparar el efecto inducido por ambos tipos de NTCs.

2. Materiales y métodos
2.1. Nanotubos de Carbono

Para el desarrollo de este estudio fueron utilizados
NTC, elaborados por deposicion quimica de vapor en el
laboratorio de sintesis y procesos especiales de la
Universidad Pontificia Bolivariana. Todos los NTC fueron
catalizados con cobalto, algunos fueron dopados con
nitrégeno y otros permanecieron sin ser modificados
(pristinos). Ademas, fueron purificados  por
microfiltracién con 10% de &cido fluorhidrico y 1M de
acido clorhidrico. La caracterizacion se realiz6 mediante
espectroscopia Raman, por resonancia magnética y
microscopia electronica de transmision. A partir de
1mg/mL de NTC se realizaron diez diluciones seriadas con
un rango de 0,01lmg/mL, utilizando medio de cultivo
RPMI-1640; este procedimiento se realiz6 con ambos
tipos de nanotubos [24].

2.2. Valoracion de viabilidad

Se realizd6 un analisis de viabilidad con
concentraciones de NTC desde 0,1 mg/mL hasta 0,01
mg/mL con el fin de seleccionar concentraciones
subletales para llevar a cabo los demés ensayos. La
viabilidad celular se evalud con azul de tripano y se
corrobor6 por citometria de flujo. Los andlisis de
genotoxicidad y mutagenicidad se realizaron utilizando las
tres concentraciones subletales 0,08, 0,09, 0,1 mg/mL de
cada uno de los NTC (dopados y pristinos). Con el fin de
evaluar la reproducibilidad de los resultados, se realizaron
tres experimentos independientes de cada tratamiento
[25].

2.3. Cultivo y tratamiento de linfocitos humanos

El cultivo se realizd6 a partir de 1mL de sangre
heparinizada de un adulto sano, no fumador sin ningln tipo
de tratamiento clinico, no deportista de alto rendimiento,
quien firmod el consentimiento informado, aprobado por el
Comité de Etica de la Escuela de Ciencias de la Salud (UPB).
Los cultivos se mantuvieron en medio RPMI-1640
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF),
antibiotico  (penicilina  1000U/mL - estreptomicina
100pg/mL) y fitohemaglutinina (PHA, 0,2g/mL), a 37°C y
en una atmosfera de 5% CO. por 56 horas [23, 31].
Posteriormente, los cultivos celulares fueron tratados con
cada una de las concentraciones de ambos tipos de NTC
(0,08, 0,09, 0,1 mg/mL) durante 24 horas. Como control
negativo se utiliz6 medio de cultivo RPMI-1640 y como
control positivo se usé Mitomicina C (MMC, 10pg/mL).

2.4. Obtencidn de extendidos cromosémicos

Al finalizar el tiempo de tratamiento, se obtuvieron los
extendidos cromosémicos segln el protocolo de Speit et al.
[24], 1985 y Mamur et al., 2012[26]. En resumen, dos horas
antes de la obtencion de los extendidos cromosdmicos, se
agrego el antimitotico Colcemid (10pg/mL). Posteriormente, las
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muestras se homogenizaron y centrifugaron a 1200 rpm por 7
minutos, luego se hizo tratamiento hipotonico con KClI
(0,075M). Las células se fijaron con Carnoy (Metanol — Acido
Acético, 3:1) por 15 minutos a temperatura ambiente. Luego de
lavar las muestras con fijador, se obtuvieron los extendidos
cromosomicos para la coloracién diferencial de cromatidas
hermanas con un pretratamiento con solucién Hoechst 33258
(0,05mg/mL.) durante 10 minutos, para luego iluminarlas con luz
directa a una temperatura de 65°C durante 20 minutos y
finalmente, hacer la tincion con Giemsa (4%). De cada
tratamiento se obtuvieron cuatro placas, dos para el analisis de
AC vy las otras dos para el conteo de ICH. Las lecturas fueron
realizadas por una persona capacitada y entrenada durante un
afio y constantemente, el experto revisaba el trabajo.

2.5. Valoracion de aberraciones cromosémicas (AC)

El andlisis de AC fue realizado utilizando un microscopio
de luz con un aumento 100X. Para cada muestra de NTC,
dopados Y pristinos, se obtuvo el indice mitético realizando
un conteo total de 500 células por placa, equivalente a 2000
células por muestra, pues por cada muestra se prepararon 4
placas. La evaluacion de las aberraciones cromosémicas se
realiz6 mediante el conteo de 100 células en metafase 1 (M1)
en cada una de las placas, haciendo especial énfasis en la
presencia de alteraciones estructurales en los cromosomas
(quiebres cromatidicos (B), quiebres cromosémicos (BB),
cromosomas dicéntricos (DC), cromosoma en anillo (R) y
figuras multirradiales (MR). El dafio basal en un individuo
sano ha sido reportado entre 2 y 5% [26].

2.6. Valoracion de intercambio de cromatidas hermanas

El andlisis de ICH se hizo mediante el conteo de 50
células en metafase 2 (M2) por tratamiento. Para cada una de
ellas se contd el ndmero total de ICHs presentes en células
mitdticas. La frecuencia de ICH en un individuo sano ha sido
previamente establecida entre 5y 7 intercambios en un total
de 30 células [27]. En la Fig. 1 se ilustra el intercambio entre
las cromatidas hermanas.

Figura 1. Intercambio de crométidas hermanas en linfocitos humanos
expuestos a NTC. Como control negativo se usé medio RPMI-1640, cada
una de las flechas sefiala un intercambio de cromatidas hermanas.

Fuente: los autores.

2.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado utilizando el paquete
estadistico IBM SPSS version 23. Se realizaron las pruebas
de normalidad de Kolmogorov-Smirnov, D'Agostino y
Pearson Omnibus o Shapiro Wilk, para determinar el tipo de
andlisis estadistico a utilizar. Los resultados obtenidos de las
pruebas de AC e ICH fueron analizados con la prueba no
paramétrica Chi-cuadrado (X2), debido a la poca cantidad de
dafio encontrado en el ADN evaluado, se analiz6 esta
variable de forma cualitativa, estimando frecuencias
relativas.

3. Resultados
3.1. Aberraciones cromosémicas

En las Figs. 2-4 se muestran las aberraciones
cromosémicas encontradas en linfocitos humanos tratados
con concentraciones subletales de NTC-N vy pristinos [0,08,
0,09 y 0.1mg/mL] durante 24 horas. Los NTC pristinos
presentaron 13 (6,5%) quiebres cromatidicos y 11 (5,5%)
quiebres cromosémicos, a la concentracion de 0,1 mg/mL;
evidenciandose una diferencia estadisticamente significativa,
cuando fueron comparados con el control negativo, con un
valor p de 0,011 y 0,001, respectivamente.

El porcentaje de quiebres cromatidicos y cromosémicos
expuestos a bajas concentraciones de NTC pristinos [0,08 y
0,09 mg/mL] fue también significativo cuando se compar6
con el control negativo.

Con respecto a los NTC dopados con nitrégeno no se
encontrd una diferencia estadisticamente significativa para
ningun tipo de dafio, cuando se compar6 con el control
negativo y las concentraciones subletales.

Figuras 2, 3 y 4. Aberraciones cromosémicas observadas en cromosomas
obtenidos a partir de linfocitos humanos expuestos a NTC (Figura 2: figura
multirradial, Figura 3: cromosoma dicéntrico, Figura 4: quiebre
cromatidico).

Fuente: los autores.
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Tabla 1.

Aberraciones cromosdmicas identificadas en linfocitos humanos expuestos durante 24h a NTC dopados con nitrégeno y pristinos. cth: quiebre cromatidico,
csh: quiebre cromosémico, dic: cromosoma dicéntrico, r: anillo y mr: figura multiradial (por sus siglas en ingles). Como control negativo se utiliz6 RPMI-
1640, el control positivo correspondio a mitomicina-c (10puM) y las concentraciones de los NTC fueron 0,08, 0,09 y 0,1mg/mL.

Concentracion = Ctb = ~ Csb — — dic/r — ~ mr —
(mg/mL) No dafio Dafio No dafio Dafio No dafio Dafio No dafio Dafo
N % N % N % N % N % N % N % n %

Control 0,00 200 1000 O 0,00 199 99,5 1 0,50 197 98,5 3 1,50 199 99,5 1 0,50
NTC 0,08 163 95,9 7 4,12 162 95,3 8 4,71 169 99,4 1 0,59 170 1000 O 0,00
Pristinos 0,09 198 99,0 2 1,00 200 100,0 0 0,00 194 97,0 6 3,00 199 99,5 1 0,50

0,1 187 935 13 6,50 189 94,5 11 550 196 98,0 4 2,00 198 99,0 2 1,00
X2 0,011 0,001 0,272 0,779

0,08 200 1000 O 0,00 200 100,0 0 0,00 196 98,0 4 2,00 199 99,5 1 0,50
NTC-N 0,09 185 98,9 2 1,07 185 98,9 2 1,07 178 95,2 9 4,81 185 98,9 2 1,07

0,1 198 99,0 2 1,00 199 99,5 1 0,50 198 99,0 2 1,00 198 99,0 2 1,00
X2 0,473 0,318 0,064 0,870

Fuente: los autores.

Tabla 2

Intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos humanos expuestos a NTC pristinos y NTC-N durante 24h. (Min: valor minimo, Max: valor méximo, X:
media, DE: desviacion estandar, M: mediana). Como control negativo se usé RPMI-1640 y como control positivo Mitomicina-C (10pM). Valor p < 0,0001

para ambos tipos de NTC.
Compuesto Concentracion (mg/mL) Min Max X DE M P25 P75
Control 0,0 1,0 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0
s 0,08 0,0 7,0 05 1,3 0,0 0,0 0,0
NTC Pristinos 0,09 0,0 6,0 16 17 1,0 0,0 30
01 0,0 6,0 0,7 1,3 0,0 0,0 1,0
Control 0,0 1,0 0,2 0,4 0,0 0,0 0,0
0.08 0,0 10,0 2,8 31 2.0 0,0 5,0
NTC-N 0.09 0,0 7,0 21 1,9 2,0 0,0 3,0
01 0,0 8,0 2.3 2.1 2,0 0,0 4,0
Fuente: los autores.
3.2. Intercambio de cromatidas hermanas 4, Discusion

Los NTC dopados con N indujeron una cantidad
estadisticamente significativa de ICH (Fig. 5) con las tres
concentraciones utilizadas, en comparacion con el control
negativo, mientras que las células expuestas a NTC pristinos
presentaron un aumento significativo en el nimero de ICH
para la concentracion 0.09mg/mL (p = 0,0001) (Tabla 2 y
Fig. 6).
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Figura 5. Intercambio de crométidas hermanas en linfocitos humanos
expuestos a NTC.
Fuente: los autores.

El conocimiento de la toxicidad inducida por los NTC al
material genético es de suma importancia, pues el advenimiento
de la nueva tecnologia y de los nanomateriales a la industria
biomédica y su utilizacién genera preguntas sobre el dafio
celular que estos pueden inducir. En la literatura biomédica se
encuentra mucha controversia por los multiples y diferentes
resultados obtenidos en las investigaciones en el campo de la
genotoxicidad y mutagenicidad, sin llegar a una conclusion clara
y concisa relacionada con el dafio en el material genético [22,
28], por lo que nuevos resultados relacionados con el tema
ayudan a esclarecer los efectos propiamente dichos de estos
compuestos.

15

104

Mediana con rango de ICH
i

T I
C-1 0.08 0.09 01 C-2
Concentracion (mg/mL)

=]

0.08

0.09 0.1

Figura 6. ICH en linfocitos humanos expuestos a NTC pristinos (barras
negras) p<0,0001 y NTC-N (barras grises) p<0,0001. C-1 y C-2
corresponden al control negativo RPMI-1640.

Fuente: los autores.
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En este estudio se evidencid6 dafio cromatidico,
cromosémico e ICH, posiblemente causados por la
producciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO)
inducidas por el tratamiento con los NTC. Las principales
especies reactivas de oxigeno inducidas por los NTC son
radicales hidroxilo y anién superoxido, las cuales dafian el
ADN [28, 29]. Trazas de los catalizadores hierro y cobalto
usados en la sintesis de los NTC también pueden inducir la
produccion de radicales libres, generando dafio indirecto
sobre el ADN via la reaccion de Fenton [30]. Finalmente, la
respuesta innata de la célula al tratamiento con los NTC,
podria aumentar la produccion de ERO con el efecto que
estos causan sobre el ADN previamente mencionado.

La prueba de aberraciones cromosémicas realizada en
linfocitos humanos expuestos a tres concentraciones
subletales de NTC pristinos revelé que hubo una diferencia
significativa (p = 0,001 y p = 0,011) correspondiente a
rupturas cromosémicas y cromatidicas, respectivamente. La
mayor concentracién utilizada de NTC pristinos en este
estudio, indujo dafio a cromatidico y cromosomico, y aunque,
el porcentaje de dafio cromosémico se mantuvo por debajo
del 10%, estos dafios siguen siendo perjudiciales para la
célula, debido a que ésta tiene una mayor capacidad de
reparacion de rupturas de una sola cadena, mientras que las
roturas de doble cadena son mas dificiles de reparar [2].
Estos dafios provocados por los NTC pristinos podrian
convertirse en mutaciones dado que las células afectadas no
disminuyen su viabilidad, sino que, contintian el ciclo celular
perpetuando el dafio en el material genético.

El ensayo de intercambio de cromatidas hermanas (ICH)
proporciona informacion sobre la reparacion celular después
de sufrir dafio y refleja una lesion existente en el ADN. Los
resultados de ICH obtenidos para las células tratadas con
todas las concentraciones ensayadas de NTC dopados con
nitrogeno (NTC N-dopados) mostraron una diferencia
significativa en el porcentaje de ICH en comparacién con el
control negativo p <0,0001. Las células tratadas con NTC
pristinos s6lo mostraron una diferencia significativa cuando
se empled una concentracion de 0,09 mg/mL en comparacion
con el control negativo con un valor p <0,001. Una posible
causa en el aumento de ICH en linfocitos humanos expuestos
a NTC N-dopados se podria explicar por la interaccion que
se presenta ente los NTC con el ADN mediante la formacion
de aductos estructurales [7].

Los aductos podrian formarse en toda la extensién de los
NTC o en regiones estructurales defectuosas de los NTC que
interactian con el ADN [29]. Cabe sefialar que los NTC N-
dopados no indujeron ningun tipo de alteracion cromosémica
a las concentraciones evaluadas respecto al control negativo
(p >0,05). Con el fin de probar esta hipdtesis, seria necesario
realizar otra prueba para identificar el aducto de NTC que se
une al ADN. Por otro lado, los NTC pristinos a una
concentracion 0,09 mg/mL causaron un aumento en el
porcentaje de ICH en linfocitos humanos, esta misma
concentracion no induce rupturas cromosdmicas y sélo
induce un 1% de rupturas cromatidicas. Los NTC pristinos
indujeron ICH de manera menos frecuente en comparacion
con los NCT N-dopados, posiblemente por el mismo
mecanismo (formacion de aductos). Sin embargo, estos
hallazgos no son despreciables, pues segin Orecchioni M et

al. [30], hasta las més bajas concentraciones de NTC pristinos
pueden generar activacion en el sistema inmune del raton
provocando un proceso inflamatorio donde la Gnica salida de
las células dafiadas por los NTC es la apoptosis [30]. Por otra
parte, los NCT N-dopados tienen mayor interaccién con el
ADN debido a que la incorporacion de nitrégeno aumenta su
afinidad por el mismo [31], por lo tanto, es posible que los
NTC N-dopados aumenten la formacion de aductos con el
ADN, reflejdndose en el aumento de ICH.

La presencia de dafio cromatidico en linfocitos humanos
expuestos a NTC pristinos a una concentracién de 0,09
mg/mL podria reflejarse en la frecuencia ICH para linfocitos
humanos expuestos a esta misma concentracion ya que como
se indicd anteriormente el ICH refleja la presencia de una
lesion del ADN [29]. El dafio del ADN podria dar resultados
variables dependiendo del tipo de célula utilizada, por
ejemplo, K Szendi et al. (2008) [32], y VVan Berlo et al. (2012)
[2], no encontraron ICH con NTC en otras lineas celulares
(CHO A88 y A549 células) diferente a los linfocitos
humanos, lo que demuestra que cada linea celular tiene una
susceptibilidad al dafio en el material genético provocado por
los NTC. Es asi como Vales G et al. (2016) [5], lograron
identificar que las células epiteliales pulmonares (BEAS-2B)
eran mas susceptibles al dafio genético frente a otros tipos
celulares, cuando eran expuestas de forma crénica a
concentraciones de 0,02 mg/mL de NTC de pared multiple;
este estudio concluyo que la exposicion crénica por mas de 4
semanas a estas concentraciones inducen dafios en el material
genético que terminan en la expresién de protooncogenes
involucrados en el cancer de origen broncogénico, esto llama
la atencidn, pues si los NTC logran generar estos fenémenos
en las células pulmonares, también podrian generarlo en otras
lineas celulares [5].

Los NTC pueden actuar como un agente de doble filo, por
un lado, pueden disminuir la cantidad de agentes
antioxidantes presentes en la célula y de esta manera generar
dafio en el ADN, pero también, por los defectos estructurales
de los NTC pueden atrapar los ERO producidos por la célula,
disminuyendo de esta manera el dafio en el ADN [19, 33].

En conclusion, se evidencid dafio en el ADN (quiebres en
una o ambas cromatidas) y como la viabilidad celular no se
vio alterada, estos dafios pueden pasar a otras generaciones
con la posibilidad de fijar mutaciones que pueden llevar a
desarrollo de cancer. Ademas, el ICH evidencia que los NTC
N-dopados pueden tener mayor afinidad por el ADN debido
a su modificacidon quimica, ya que éstos tienen atomos de
nitrogeno incrustados en su red. Por consiguiente, existe la
posibilidad de generar mutaciones que pasarian a
generaciones futuras. Sin embargo, el estudio y conocimiento
de los dafios al material genético causado por los NTC da
nuevas herramientas y conocimiento para la utilizacion de los
nanomateriales, generando expectativas relacionadas con su
uso y aprovechamiento en la industria biomédica.

A nivel mundial se han publicado multiples estudios que
reportan el dafio genotdxico y mutagénico ocasionado por la
exposicion de diferentes lineas celulares a estos
nanomateriales, por lo que es fundamental la realizacion de
estudios que garanticen la seguridad de los mismos y los
diferentes impactos sobre la salud de los individuos
expuestos a ellos. De igual forma, al presentarse tanta
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controversia sobre la toxicidad de estos compuestos y sus
diferentes modificaciones [18], no se puede excluir estos
materiales como fuente de futuros tratamientos, instrumentos
y posibles ayudas en el area de la bioingenieria y su
aplicacion a la medicina.

5. Conclusién

La concentracion mas alta de NTC pristinos indujo la
mayor parte de dafios cromatidicos y cromosoémicos; aunque
el porcentaje fue inferior al 10%, se consideran perjudiciales
para las células. Los linfocitos tratados con NTC dopados
presentaron menores porcentajes de AC y altos valores en el
ICH, lo que muestra una mayor reparaciéon de material
genético con estos compuestos.
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